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บทคดัยอ่ั ่ั ่ั ่  
 
 ปัญหาเรื่องกลิ่นของผลิตภัณฑ์ถ่ัวเหลืองหมัก (ถ่ัวเน่า) ยังคงเป็นเร่ืองท่ีต้องพัฒนาให้เป็นที่
ยอมรับของผู้บริโภคให้มากข้ึน งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อต้องการลดกลิ่นท่ีไม่ดีและขณะเดียวกัน
พัฒนากระบวนการหมักเพื่อเพิ่มคุณค่าทางโภชนาการในผลิตภัณฑ์ให้มากข้ึน โดยการผลิตถ่ัวเหลือง
หมักจากกล้าเชื้อ Bacillus subtilis  ที่ทําการคัดแยกได้จากผลิตภัณฑ์ถ่ัวเหลืองหมักธรรมชาติ ดว้ย
ชุดตรวจสอบสําเร็จรูป API 50 CHB medium และ API 20E เรียบร้อยแล้ว ทําการทดลองโดยแยก
วิธีการให้ความร้อนถ่ัวเหลืองหมัก 2 แบบ คือ การต้มเป็นเวลา 7 ชั่วโมง และน่ึงด้วยหม้อน่ึงความดัน 
121°C 15 นาที เปรียบเทียบกับการหมักโดยธรรมชาต ิเมื่อทําการตรวจวัดคุณภาพของผลิตภัณฑ์ถ่ัว
เหลืองหมักที่ให้ความร้อนด้วยการนึ่งฆ่าเชื้อและเติมกล้าเชือ้จะมีปริมาณวิตามินบี 12 0.27 µg/100 
g ฟอสฟอรัส 3250.74 mg/kg แคลเซียม 2984.65 mg/kg และธาตุเหล็ก 175.40 mg/kg ซึ่งมี
ปริมาณมากกว่าตัวอย่างท่ีให้ความร้อนด้วยการต้มและเติมกล้าเชื้อ (P<0.05) ซ่ึงการเติมกล้าเชื้อจะ
ให้คุณค่าทางโภชนาการมากกว่าการหมักแบบธรรมชาติ เมื่อพิจารณาจากค่ากลิ่นส่วนใหญ่จะเป็น
จําพวก alcohols, aldehydes, esters and acids, pyrazines, aromatic compounds, 
ketones, และ alkanes เป็นต้น ซ่ึงตัวอย่างถ่ัวเหลืองหมักที่เติมกล้าเชื้อ จะพบ indole ต้ังแต่ชั่วโมง
ท่ี 48 เป็นต้นไป ซึ่งทําให้ระยะเวลาในการหมักลดลงมากกว่าตัวอย่างที่ไม่ได้เติมกล้าเชื้อ ที่พบ 
indole ในชั่วโมงท่ี 72 นอกจากน้ียังมีสารประกอบที่ให้กลิ่นหอมฉุน เช่น 2-heptanone, pyrazine 
และ benzaldehyde เป็นต้น โดยตัวอย่างถ่ัวเหลืองหมักที่เติมกล้าเช้ือ จะพบ 2-heptanone และ 
benzaldehyde ตั้งแต่ชั่วโมงท่ี 48 เป็นต้นไป ซึ่งเป็นไปในทิศทางเดียวกันกับการพบ indole สําหรับ
ตัวอย่างถ่ัวเหลืองหมักท่ีหมักโดยธรรมชาติ จะพบ 2-heptanone, benzaldehyde เฉพาะชั่วโมงที่ 






















The undesirable smell problems of fermented soybean products (Thu-nao) is 
needed to be developed  to be acceptable to more consumers. This research is 
aimed to reduce that of bad smell and valuated the nutritional properties by the use 
of B. subtilis , isolated from conventional fermented soybean products and identified 
with the test kit package API 50 CHB medium and API 20E,  as starter culture in 
fermentation process.  Heat treatment were subjected to soybeans  into 2 
conditions,  boiling with water for 7 hours and steam autoclave at 121 °C for 15 
minutes Those of the results will be compared to natural fermentation.  The 
fermented soybean products produced by using autoclaved soybean inoculated with 
B. subtilis (CB) showed the phosphorus 3250.74 mg / kg, calcium 2984.65 mg / kg, 
iron 175.40 mg / kg, and 0.27 mg per 100 grams of vitamin B12 which  higher than 
that of natural fermentation, This suggests that the fermentation by the inoculums of 
starter culture  provided a higher  nutritional value.  Based on the fermented product 
smell usually be alcohol, aldehyde, esters, acid, pyrazines, aromatic compound, 
ketones and alkanes, etc., the indole was appeared from the hours of 48 onwards, 
which will the fermentation period lower than samples without starter culture which 
were indole in 72 hours.  It also showed that the strong aroma such as 2-heptanone, 
pyrazine, and benzaldehyde, etc. The soybean fermentation starter culture will find 
2-heptanone, pyrazine and benzaldehyde from 48 hours onwards, which is in the 
same direction found indole. 2-heptanone and benzaldehyde was found only in 72 
hours fermentation with natural soybean.  Shows that the fermentation by B. subtilis 
starter cultures reduces the period of fermentation, and the more strong aroma. In 
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บทที่ี่ ี่ี่  1 
บทนาํํํํ  
 
ความสาํคญัและทีม่าของปญัหาการวจิยัํ ั ี่ ั ิ ัํ ั ี่ ั ิ ัํ ั ี่ ั ิ ั   
ปัจจุบันประชาชนส่วนมากหันมาให้ความสนใจกับสุขภาพร่างกายกันมากข้ึน โดยจะใสใ่จกับ
การบริโภคอาหารท่ีผลิตจากธรรมชาติหรือผ่านการแปรรูปให้น้อยท่ีสุด เพื่อหลีกเลี่ยงจากการได้รับ





ราคาต่าํกวา่อาหารโปรตีนประเภทเนื้อสัตว์ นอกจากนี้ยังมีวิตามินหลายชนิด รวม ถึงเลซิทิน 
(Lecitin) ซึ่งเป็นสารบํารุงสมอง เพิ่มความทรงจํา ลดไขมัน ลดโคเรสเตอรอลในร่างกาย โดยสาร
ดังกล่าวมีมากบริเวณผิวหุ้มเมล็ด (อภิษฐา, 2550) ดังน้ันจึงเหมาะแก่การแก้ปัญหาทุพโภชนาการ 
และจากปัญหาโรคโลหิตจางท่ีมีสาเหตุมาจากการขาดธาตุเหล็ก ทําให้ผู้ป่วยมีการพฒันาดา้นต่างๆ 
ของร่างกายช้ากวา่คนปกติ การพัฒนาดา้นสติปัญญา การเรียนรู้ ประสิทธิภาพในการทํางานตลอดจน
ด้านภูมิคุ้มกันโรคตํ่าลง ทั้งน้ี ในเมล็ดถ่ัวเหลืองยังอุดมไปด้วยธาตุเหล็ก (Tajima, 2003) สําหรับ
ประเทศไทยโดยเฉพาะภาคเหนือตอนบน จะนิยมบริโภคอาหารหมักจากถ่ัวเหลืองที่เรียกกันว่า ถ่ัวเน่า 
แต่ยังไม่ค่อยนิยมแพร่หลายนัก เนื่องจากการผลิตแบบพื้นบ้าน กระบวนการหมักเกิดจากเชื้อจุลินทรีย์
โดยธรรมชาติ ไม่มีการควบคุมสภาวะการหมัก ทําให้คุณภาพของผลิตภัณฑ์ไม่สม่ําเสมอ 
(Visessanguan, 2005) และยังประสบปัญหาในการยอมรับของผู้บริโภค ทั้งในเร่ืองกล่ิน สี รสชาติ
ของถ่ัวหมัก และสายพันธุ์ของถ่ัวเหลืองท่ีใช้ในการหมัก ดังน้ันคณะผู้วิจัยเห็นว่าการพัฒนาการหมักถ่ัว
หมัก โดยใช้เชื้อจุลินทรีย์ น่าจะช่วยในการลดกลิ่นของผลิตภัณฑ์ถ่ัวหมัก และทําให้คุณภาพโดยรวม
ดีกว่าการหมักโดยวิธีพื้นบ้าน อีกท้ังมีคุณค่าทางโภชนาการสูงและเป็นที่ยอมรับของผู้บริโภคทั่วไป 
 
วตัถปุระสงคข์องการวจิยัั ุ ์ ิ ัั ุ ์ ิ ัั ุ ์ ิ ั   
1) เพื่อพัฒนาการหมักเพื่อทําให้ผลิตภัณฑ์ถ่ัวหมักเป็นท่ียอมรับของผู้บริโภคทางด้านกล่ิน สี 
และคุณค่าทางโภชนาการของถ่ัวหมัก 
2) เพื่อเพิ่มคุณค่าทางโภชนาการในส่วนของปริมาณธาตุเหล็กและวิตามินในผลิตภัณฑ์ถ่ัวหมัก 










ขอบเขตของการวจิยัิ ัิ ัิ ั   
การเตรียมถ่ัวเหลือง โดยผ่านกระบวนการให้ความร้อน 2 แบบ คือ การต้มถ่ัวเหลือง 7 
ชั่วโมง และนึ่งด้วยหม้อน่ึงความดัน 121°C 15 นาที เพื่อทดสอบความสามารถในการย่อย 
Oligosaccharide แล้วจึงเติมกล้าเชื้อ Bacillus subtilis ทําการตรวจวัดคุณภาพของผลิตภัณฑ์ โดย
พิจารณาจากค่าสี กลิ่น วิตามินบี 12 และปริมาณของแคลเซียม (Ca) ฟอสฟอรัส (P) ธาตุเหล็ก (Fe) 
ติดตามการเปลี่ยนแปลงของเชื้อจุลินทรีย์ทั้งหมดระหว่างการหมัก ในชั่วโมงท่ี 0, 12, 24, 36, 48, 60 
และ 72 เพื่อพัฒนากระบวนการหมักถ่ัวหมักและทําให้ผลิตภัณฑ์เป็นท่ียอมรับของผู้บริโภค 
 







































บทที่ี่ ี่ี่  2 
วิธดีาํเนนิการวจิยัิ ี ํ ิ ิ ัิ ี ํ ิ ิ ัิ ี ํ ิ ิ ั  
 
แหล่งทีม่าของข้อมลู่ ี่ ้ ู่ ี่ ้ ู่ ี่ ้ ู  
จากนโยบายอาหารและโภชนาการแห่งชาติ จัดทําโดยคณะกรรมการวางแผนงานและ
โภชนาการ สํานักงานคณะกรรมการวางแผนพัฒนาเศรษฐกิจสังคมแห่งชาติ ได้ชี้ให้เห็นว่าโรคขาด
สารอาหารท่ีรุนแรงและเป็นปัญหามากท่ีสุดคือ โรคขาดโปรตีนและแคลอร่ีในทารก เด็กก่อนวัยเรียน 
เด็กวัยเรียน หญิงมีครรภ์และแม่ลูกอ่อน (ภาณุวรรณ, 2543) ดังนั้นควรสนับสนุนให้มีการรับประทาน
ถ่ัวชนิดต่างๆ เพื่อทดแทนปริมาณโปรตีนจากเนื้อสัตว์ ทั้งนี้ถ่ัวเหลืองก็มีปริมาณโปรตีนสูงเมื่อเทียบกับ
อาหารประเภทอ่ืนๆ ดังตารางที่ 1 
 
ตารางที ่ี่ ี่ี่ 1 ปริมาณโปรตีนในถ่ัวเหลืองเมื่อเทียบกับอาหารชนิดอ่ืน 
 












ข้าวสาล ี 11.8 
ข้าวจ้าว 6.4 
















เหลืองท่ีเกิดจากสารพวก carboxyl compound พวก xexanol และ pentanol นอกจากนี้ B. 
subtilis ยังสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ Aspergillus (Petchkongkaew, 2008)  
กล้าเชื้อ B. subtilis มีบทบาทสําคัญในการทําผลิตภัณฑ์ถ่ัวหมัก เป็นจุลินทรีย์ที่จัดอยู่ในกลุ่ม
แกรมบวก รูปแท่งตรง มี flagella แบบ peritrichous เจริญได้ดีที่ pH 5.5-8.5  ในสภาวะที่มีอากาศ 
(aerobes) หรือ มีอากาศเล็กน้อย (facultative anaerobes) สร้าง catalase มี endospore ที่ทํา
ให้มีคุณสมบัติในการทนต่อสภาวะแวดล้อมที่ไม่ดีได้ ไม่ทําให้เกิดโรค สร้าง Hydrolytic enzyme ที่
ย่อยสลาย polysaccharide, nucleic acid และ lipid โดยใช้สารดังกล่าวเป็นแหล่งคาร์บอนและตัว
ให้อิเล็กตรอน มีออกซิเจนเป็นตัวรับอิเล็กตรอน  บทบาทสําคัญของเชื้อตัวนี้ในการหมักคือการปล่อย
เอนไซม์โปรติเอสและอะไมเลส ออกมาย่อยโปรตีน ช่วยปรับปรุงองค์ประกอบที่ย่อยได้ยากให้อยู่ในรูป
ท่ีย่อยได้ง่ายและเป็นประโยชน์มากข้ึน (Feng et al., 2007; Suppadit, Sangla & Pintasean, n.d.; 
Inatsu et al., 2006) ซึ่งเมื่อทําการหมักถ่ัวจะได้สารประกอบจําพวก ester เป็นส่วนมาก เช่น 
ethyl, isobutyl และ isoamyl ester ของ isobutyric, a-methylbutyric, isovaleric, tiglic 
acids ซึ่งเกิดจากการสลายตัว และการหมักของโปรตีนกลีเซอร์ไรด์และกรดไขมันในถ่ัวเหลือง 
นอกจากน้ียังมีสารที่ให้กลิ่นหอมฉุน เช่น 2-heptanone pyrazine และ benzadehyde โดยไพ
ราซีนจะเกิดข้ึนจากการต้มถ่ัวให้สุกก่อนนําไปหมัก ในขณะที่สาร 1-ออกทีน-3-ออล มีปริมาณลดลง 
(ภานุวรรณ, 2543) นอกจากน้ีเมื่อทําการหมักยังพบสารประกอบที่ระเหยได้ เช่น butanone, 3-
hydroxybutanone (acetoin), 2-methylbutanoic acid, pyrazines, 2-pentylfuran และ 
dimethyl disulfhide (Leejeerajumnean et al., 2001) 3-hydroxy-butanone (acetone), 
2,5-dimethylpyrazine และ trimethylpyrazine (Owens et al., 1997) aldehydes, ketones 
และ acids (Beaumont, 2000) ซึ่งสารประกอบท้ังหมดเกิดข้ึนจากการหมักถ่ัวเหลืองโดยใช้กล้าเชื้อ 
B. subtilis  
จากงานวจิัยที่ผ่านมาพบวา่ถ่ัวเหลืองหมักมีปริมาณธาตุเหล็กสูงกว่าถ่ัวเหลืองที่ยังไม่ได้ผ่านการ
แปรรูป และถ่ัวเหลืองจะมีโปรตีน ไขมัน คาร์โบไฮเดรตแล้วยังประกอบด้วย เกลือแร่ท่ีสําคัญ เช่น 
โพแทสเซียม โซเดียม แคลเซียม ฟอสฟอรัส แมกนีเซียม กํามะถัน และเหล็ก สําหรับวิตามินที่มีในถ่ัว
เหลืองได้แก่ วิตามินB1 วิตามนิ B2 และไนอาซีน นอกจากน้ียังประกอบไปด้วยวิตามิน A, B6, B12 และ










ตารางที่ ี่ ี่ี่ 2 คุณค่าทางโภชนาการของถ่ัวเหลืองและถ่ัวหมักในส่วนท่ีบริโภคได้ 100 กรัม 
 
สารอาหาร ถัว่เหลอืงดบิั่ ื ิั่ ื ิั่ ื ิ b ถัว่เหลอืงสกุั่ ื ุั่ ื ุั่ ื ุ a ถัว่หมกัเปยีกั่ ั ีั่ ั ีั่ ั ี b ถัว่หมกัแหง้ั่ ั ้ั่ ั ้ั่ ั ้ b 
ความชื้น (%) 11.1 71.0 61.8 12.0 
โปรตีน (g) 34.0 11.0 17.9 43.9 
ไขมัน (g) 18.7 5.7 6.6 17.6 
คาร์โบไฮเดรต (g) 26.7 10.8 5.3 13.5 
แคลเซียม  (mg) 245 73 198 292 
ฟอสฟอรัส (mg) 500 179 223 5 
เหล็ก (mg) 10.0 2.7  6.1 21 
วิตามินบ1ี (mg) 0.73 0.21 0.04 0.06 
วิตามินบ2ี (mg) 0.19 0.09 0.45 0.73 
ไนอาซีน (mg) 1.5 0.6 1.6 1.5 
ท่ีมา : aกองโภชนาการ กรมอนามัย : 2530, bกองโภชนาการ กรมอนามัย : 2535 
 
วธิกีาิ ีิ ีิ ี รเกบ็รวบรวมขอ้มลู็ ้ ู็ ้ ู็ ้ ู  
ตอนที่ ี่ ี่ี่ 1 การคัดเลือกกลา้เชือ้ ั ื ้ ื้ั ื ้ ื้ั ื ้ ื้ Bacillus subtilis 
1. การคดัแยก ััั Bacillus subtilis จากถัว่หมกัั่ ัั่ ัั่ ั  
นําถ่ัวเหลืองมาคัดเลือกเพื่อแยกสิ่งเจือปนออกให้หมด ล้างให้สะอาด แช่ทิ้งไว้ค้างคืนแล้วริน
นํ้า ออก นําไปต้มเป็นเวลานาน 3 ชั่วโมง ระหว่างการต้มต้องคอยเติมนํ้าให้ท่วมเมล็ดถ่ัวเสมอ  เมื่อให้
ความร้อนเสร็จแล้วท้ิงให้เย็นและผึ่งให้สะเด็ดน้ํา ถ่ายใส่ตะกร้าพลาสติกที่รองด้วย อะลูมิเนียมฟอด์ย 
ทําการหมักท่ีอุณหภูมิ 35°C เป็นระยะเวลา 3 วัน เก็บตัวอย่างถ่ัวหมัก 25 กรัม ผสมกับ 0.1 
เปอร์เซ็นต์ peptone water 225 มิลลิลิตร ใน stomacher bag ตีบดด้วยเคร่ือง stomacher โดย
ใช้ความเร็วรอบปานกลางเป็นเวลา 60 วินาที ได้ตัวอย่างถ่ัวหมักที่มีความเจือจางในระดับ 10-1 และ
ทําการเจือจางเป็นลําดับจนได้ระดับความเจือจางประมาณ 10-5  ปิเปตตัวอย่างจากแต่ละระดับความ
เจือจาง 0.1 มิลลิลิตร ลงบนจานอาหารวุ้น MYP เกลี่ยให้ท่ัวผิวหน้าอาหารโดยใช้เทคนิค spread 
plate ทําการทดลอง 2 ซ้ํา นําไปบ่ม ที่อุณหภูมิ 35°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เลือกเก็บโคโลนีท่ีมี
ลักษณะแตกต่างกันชนิดละ 5 โคโลนี นําไปแยกให้เป็นโคโลนีเด่ียวบน Nutrient agar  ด้วยวิธีการ 
streak plate เก็บสายพันธุ์ Bacillus บริสุทธิ์ท่ีแยกได้ไว้ใน Nutrient broth รวมกับ Skim milk 










2. การศกึษาคณุลักษณะทางสณัฐานวทิยาและชวีเคมีึ ุ ั ั ิ ี ีึ ุ ั ั ิ ี ีึ ุ ั ั ิ ี ี 
 (1) การย้อมสีแกรมโดยลักษณะของแบคทีเรีย Bacillus จะติดสีแกรมบวกรูปร่างเป็นแท่ง
(rod)  
 (2) การทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์คาตาเลส (catalase test)    โดยการหยดซัสเพนชัน่ 
ของแบคทีเรียสร้างกรดลงบนสไลด์ 2 จุด หยดน้ํากลั่นบนหยดซัสเพนชั่นของแบคทีเรียจุดท่ี 1 ใช้ไม้
จิ้มฟันผสมให้เข้ากัน สังเกตว่าไม่มีฟองก๊าซเกิดข้ึน ซึ่งแสดง catalase negative ใช้เป็นตัวควบคุม 
สําหรับจุดท่ี 2 หยด 3% H2O2 บนหยดซัสเพนชั่นของแบคทีเรีย ใช้ไม้จิ้มฟันอีกด้านหนึ่งผสมให้เข้า
กัน สังเกตการเกิดฟองก๊าซเปรียบเทียบกับตัวควบคุม ซึ่งแบคทีเรียกลุ่ม Bacillus จะเปน็ catalase 
positive 
 
3. การคดักรองสายพนัธุต์ามคุณสมบตัิของการผลติเอนไซม ์ั ั ุ์ ุ ั ิ ิ ์ั ั ุ์ ุ ั ิ ิ ์ั ั ุ์ ุ ั ิ ิ ์ Amylase และ Proteinase  
นําจาํนวนแบคทีเรียท่ีมีคุณลักษณะทางสัณฐานวิทยาและชวีเคมี จํานวน 25 ไอโซเลท มา
ทดสอบการผลิตเอนไซม์ 2 ชนิด ได้แก่ Amylase และ Proteinase ดังรูปที่ 2 โดยการทดสอบ
เอนไซม์ Amylase ใช้อาหาร Nutrient agar modified ที่เติม 1% soluble starch และการ
ทดสอบเอนไซม์ Proteinase ใช้อาหาร Nutrient agar modified ที่เติม 10% skim milk  
 
4. การศกึษาคณุลักษณะทางสรรีวิทยาึ ุ ั ี ิึ ุ ั ี ิึ ุ ั ี ิ  
 นําจาํนวนแบคทีเรียท่ีมีคุณลักษณะทางสัณฐานวิทยาและชวีเคมี จํานวน 25 ไอโซเลท มา
ศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยา ได้แก่ ความสามารถในการเจริญท่ีอุณหภูมิ 35°C และ 50°C ทดสอบ
การทนเกลือ (NaCl) ความเข้มข้น 0%, 7.5% และ 10% และความทนต่อสภาวะความเป็นกรด-ด่าง 
ท่ี pH 5.7 และ pH 6.8 
 
5. การศกึษาคณุสมบตัเิปน็ ึ ุ ั ิ ็ึ ุ ั ิ ็ึ ุ ั ิ ็ Motility การย่อย ่่่ citrate และคุณสมบตัิการเปน็ ุ ั ิ ็ุ ั ิ ็ุ ั ิ ็ Antimicrobial  
 นําจาํนวนแบคทีเรียท่ีมีคุณลักษณะทางสัณฐานวิทยาและชวีเคมี จํานวน 25 ไอโซเลท มา
ศึกษาคุณสมบัติการเป็น Motility โดยการนาํโคโลนีเด่ียว stab ลงในหลอดอาหาร Motility และ
อาหาร citrateลึกประมาณ 5 มิลลิเมตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 35°C 24 ชั่วโมงแล้วจึงอ่านผล การทดสอบ
คุณสมบัติการเป็น Antimicrobial (Zheng & Slavik,1999) ดังรูปที่ 1 พบว่า มีเชื้อที่มีคุณสมบัติของ











รปูที ู่ ีู่ ีู่ ี่ 1 การทดสอบคุณสมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์  
 
6. การคดัเลือกดว้ยชดุตรวจสอบสาํเรจ็รปู ั ื ้ ุ ํ ็ ูั ื ้ ุ ํ ็ ูั ื ้ ุ ํ ็ ู API 50 CHB medium และ API 20E        
    (Petchkongkaew et al., 2008)  
 นําเชื้อท่ีมีคุณสมบัติการเป็นสารยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคจํานวน 2 ไอโซเลท จาก stock ลง
ในอาหารเล้ียงเช้ือ Nutrient broth บ่มท่ีอุณหภูมิ 35°C 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นนํามา Streak plate 
บนอาหาร Nutrient agar บ่มที่อุณหภูมิ 35°C 24 ชั่วโมง และเข่ียโคโลนีเดี่ยวลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Nutrient broth บ่มท่ีอุณหภูมิ 35°C 24 ชั่วโมง และนํามา Streak plate บนอาหาร Nutrient 
agar บ่มที่อุณหภูมิ 35°C 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นเข่ียโคโลนีเดี่ยวลงใน 0.85% NaCl ปริมาตร 2 ml 
ให้เข้มข้น และใช้  dropper หยดลงใน 0.85% NaCl ปริมาตร 5 ml เทียบกับ McFarland No.2 
นับจํานวนหยด (n) และใช้ dropper หยดลงในอาหาร 50 CHB จํานวน 2n หยด ผสมให้เข้ากัน 
หลังจากนั้นใช้ Micropipett หยดลงในชุด API 50 CH strips และ API 20E บ่มที่อุณหภูมิ 35°C 




 Stock at Temp -20°C 
Streak plate บน Nutrient agar 
  Aerobic     
incubation at 35°C 24 hr 
Nutrient Broth 
Aerobic   incubation at 35°C 24 hr 
 Aerobic        incubation at 35°C 24 hr 
Centrifuge 10,000g 4°C 10 min 
กรองดว้ย Filter ขนาด 0.2 µm 
เลียงเชือ B. cereus, E. coli, 
Salmonella และ S. aureus 
ในอาหารเหลว (Mueller Hinton Broth) 
Aerobic incubation     at 35°C 24 hr 
Centrifuge 10,000g 4°C 10 min 
เจือจางเซลล์ใน 0.85% NaCl ให้ได้ ~10
5 
Swab เชื2อลงบนอาหารแข็ง 
Mueller Hinton Agar 
วาง DISCS บน  Mueller 
Hinton Agar 
หยด supernatant 20 µl  
 Aerobic  incubation  
 at 37°C 24 hr 










7. ขั้นตอนการหา ั้ ั้ั้ Growth rate ของกลา้เชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากถั่้ ื้ ี่ ้ ั่้ ื้ ี่ ้ ั่้ ื้ ี่ ้ ั่วหมกัััั  
  นํากล้าเชื้อที่คัดเลือกด้วยชุดตรวจสอบสําเร็จรูป API 50 CHB medium และ API 20E 
จํานวน 2 ไอโซเลท มาหาอัตราการเจริญเติบโตชั่วโมงที่ 0, 6, 12, 18, 24, 36, 48, 60 และ 72 วัด
ค่า OD ค่า pH รวมทั้งทดสอบการย่อยเอนไซม์โปรติเอสและอะไมเลส ทดสอบการผลิตสารยับยั้ง
เชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค โดยนํากล้าเชื้อที่มีคุณสมบัติในการผลิตสารยับยั้งเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรคได้ดีที่สุด 
จํานวน 1 ไอโซเลท มาเป็นกลา้เชื้อในการผลิตถ่ัวหมัก  
 
ตอนที่ ี่ ี่ี่ 2 การนาํกลา้เชือ้ ํ ้ ื้ํ ้ ื้ํ ้ ื้ Bacillus subtilis มาทาํการหมกัถัว่เหลอืงํ ั ั่ ืํ ั ั่ ืํ ั ั่ ื  
1. การหมกัถัว่เหลอืงดว้ยกลา้เชื้อ ั ั่ ื ้ ้ ื้ั ั่ ื ้ ้ ื้ั ั่ ื ้ ้ ื้ Bacillus subtilis 
นําเชื้อจุลินทรีย์ Bacillus subtilis ท่ีแยกได้จากผลิตภัณฑ์เป็นกล้าเชื้อในการหมัก หลังจาก
น้ันนําถ่ัวเหลืองมาคัดเลือกเพื่อแยกสิ่งเจือปนออกให้หมด ล้างให้สะอาด แช่ทิ้งไว้ค้างคืนแล้วรินน้ํา  
ออก ให้ความร้อน 2 แบบคือ นําไปต้มเป็นเวลานาน 7 ชั่วโมง ระหว่างการต้มต้องคอยเติมน้ําให้ ท่วม
เมล็ดถ่ัวเสมอ และการให้ความร้อนด้วยหม้อนึ่งความดัน 121°C 15 นาที เมื่อให้ความร้อนเสร็จแล้ว
ท้ิงให้เย็นและผึ่งให้สะเด็ดนํ้า ถ่ายใส่ตะกร้าพลาสติกที่รองด้วยอะลูมิเนียมฟอด์ยนํา  Bacillus 
subtilis อยู่ในรูป spore suspension ท่ีมีจํานวนเซลล์เร่ิมต้นเป็น 106 เซลล์ต่อมิลลิกรัม เติมลงไป 1 
มิลลิลิตรต่อถ่ัวเหลือง 500 กรัม หมักที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  เก็บตัวอย่างทุก 12 ชั่วโมง      
 
2. การวเิคราะห์จาํนวนจลุนิทรยีท์ัง้หมด ิ ์ ํ ุ ิ ี ์ ั้ิ ์ ํ ุ ิ ี ์ ั้ิ ์ ํ ุ ิ ี ์ ั้ (FDA-BAM (2001)) 
 เก็บตัวอย่างผลิตภัณฑ์ถ่ัวหมัก 25 กรัม ผสมกับ 0.1 เปอร์เซ็นต์ peptone water 225 
มิลลิลิตร ใน stomacher bag ตีบดด้วยเครื่อง stomacher โดยใช้ความเร็วรอบปานกลางเป็นเวลา 
60 วินาที ได้ตัวอย่างถ่ัวหมักท่ีมีความเจือจางในระดับ 10-1 และทําการเจือจางเป็นลําดบั จนได้ระดับ
ความเจือจางประมาณ 10-6  ปิเปตตัวอย่างจากแต่ละระดบัความเจือจาง 0.1 มิลลิลิตร ลงบนจาน
อาหารวุ้น PCA เกล่ียให้ทั่วผิวหน้าอาหารโดยใช้เทคนิค spread plate ทําการทดลอง 2 ซ้ํา นําไปบ่ม
ท่ีอุณหภูมิ 35°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
 
3. การวเิคราะห์ปรมิาณวติามนิบ ีิ ์ ิ ิ ิ ีิ ์ ิ ิ ิ ีิ ์ ิ ิ ิ ี 12 (AOAC (2005), 952.20) 













ชั่งผลึกของสารประกอบวิตามินบี 12 คือ Cyanocobalamin  5 มิลลิกรัม โดยสารประกอบ
วิตามินบี 12 จะละลายใน 0.05 M Acetate Buffer pH 5.0 ปริมาณ 50 มิลลิลิตร  จะได้
สารประกอบวิตามินบี 12 ท่ีมีความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร นําไปเก็บไว้ที่มืด อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส 
3.2 การเตรียมตัวอย่างในการวิเคราะห์ี ั ่ ิ ์ี ั ่ ิ ์ี ั ่ ิ ์ 
นําสารละลายจากการเก็บตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร ใส่ลงหลอดทดสอบ       เติมสารละลาย
พอแทสเซียมไซยาไนด ์แอซีเตทบัฟเฟอร์ ปริมาตร 9 มิลลิลิตร (พอแทสเซียมไซยาไนด์ 1 กรัม      ใน
แอซิเตทบัฟเฟอร์ 0.1 โมลาร์ pH 4.6 เขย่าหลอดทดลองด้วยเคร่ืองผสมทันที แล้วนําไปนึ่งฆ่าเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที ทิ้งไว้ให้เย็นและนํา 
ไปปั่นด้วยความเร็วรอบ 5000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เก็บส่วนใสไว้ เพราะระหว่างที่น่ึงฆ่า
เชื้ออยู่ cobalamin จะถูกปล่อยออกมาและเปลี่ยนเป็น cyanocobalamin อยู่ในส่วนของส่วนใส
ด้านบน นําส่วนใสที่ได้ไปวิเคราะห์โดยเจือจางส่วนใสด้วยน้ํากลั่นเพื่อให้ปริมาณวิตามิน   บี 12 อยู่
ในช่วงที่วิเคราะห์ได้ 
3.3 การไล่อากาศ่่่  
 นําสารละลายวิตามินบี 12 มาตรฐานและสารละลายตัวอย่างใส่เคร่ือง ultrasonic bath     
เพื่อทําการไล่อากาศ เป็นเวลา 20 นาที 
3.4 การวิเคราะห์หาวิตามินบี ิ ์ ิ ิ ีิ ์ ิ ิ ีิ ์ ิ ิ ี 12 
 ใช้ syringe ดูดสารละลายของสารประกอบวิตามินบี 12 และสารละลายตัวอย่างตัวอย่างละ 
20 ไมโครลิตร ฉีดเข้าเคร่ือง HPLC ตามลําดับ บันทึกโครมาโตแกรม นําพื้นที่ใต้พีคของสารละลาย
มาตรฐานวิตามินบี 12 มาพลอตกราฟระหว่างความเข้มข้นกับพื้นท่ีใต้พีค (โดยให้แกน Y เป็นค่าพื้นที่
ใต้พีค และแกน X เป็นความเข้มข้น)  แล้วนําพื้นท่ีใต้พีคของสารละลายตัวอย่างมาเทียบกับกราฟ
มาตรฐาน ก็จะได้ความเข้มข้นหรือปริมาณวิตามินบี 12 ของสารละลายตัวอย่าง โดยทําการฉีดคร้ังละ 
2 ซ้ํา 
3.5 สภาวะการวเิคราะห์ิ ์ิ ์ิ ์ 
 คอลัมน์  : Inertsil ODS-3V  5 µm (150×4.6 mm. I.D.) 
 เฟสเคลื่อนที่   :  Acetonitrile/0.05 M Acetate Buffer pH 5.0 (10/90) 
 อัตราการไหล  :  1.0 มิลลิลิตร/ นาที 
 เคร่ืองวัด : UV 265 nm. 
 
4. การวเิคราะห์แคลเซยีม ฟอสฟอรสัและธาตเุหลก็ิ ์ ี ั ุ ็ิ ์ ี ั ุ ็ิ ์ ี ั ุ ็  (Ozden & Erkan, 2007) 









การย่อยตัวอย่างโดยชั่งตัวอย่าง 0.5 กรัม เติม nitric acid ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ย่อยด้วย
เคร่ือง microwave นาน 30 นาที หลังจากนั้นเติม hydrogen peroxide ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ย่อย
ต่อด้วยเคร่ือง microwave นาน 30 นาที เทสารละลายที่ได้ลงในขวดปรับปริมาตรแล้วปรับปริมาตร
ให้ได้ 50 มิลลิลิตร 
4.2 การวเิคราะหด์้วยเครื่อง ิ ์ ้ ื่ิ ์ ้ ื่ิ ์ ้ ื่ ICP-MS 
โดยการวิเคราะห์ธาตุฟอสฟอรัส ใช้ mode no gas ในการวิเคราะห์ สว่นการวิเคราะห์ธาตุ
แคลเซียมและธาตุเหล็ก ใช้ mode Hydrogen 
 
5. วธิวีิเคราะห์หาคา่ ิ ี ิ ์ ่ิ ี ิ ์ ่ิ ี ิ ์ ่ pH 
 นําถ่ัวเหลืองท่ีผ่านการหมักปริมาณ 2 กรัม บดให้ละเอียด เติมน้ํากล่ันปริมาณ 8 มิลลิลิตร 
ผสมให้เข้ากัน จึงนํามาวัดด้วย pH meter (Omafuvbe, 2006) 
 
6. การวเิคราะห์คา่สขีองผลติภัณฑถ์ัว่หมกัิ ์ ่ ี ิ ั ์ ั่ ัิ ์ ่ ี ิ ั ์ ั่ ัิ ์ ่ ี ิ ั ์ ั่ ั  (Hunter Lab รุ่น Colour Quest XE) 
 ชั่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์ถ่ัวหมักปริมาณ 25 กรัม ทําการวัดค่าสี Lab* ด้วยเคร่ือง Hunter Lab 
รุ่น Colour Quest XE  
 
7. การวเิคราะห์กลิน่ของผลติภัณฑถ์ัว่หมกัิ ์ ิ่ ิ ั ์ ั่ ัิ ์ ิ่ ิ ั ์ ั่ ัิ ์ ิ่ ิ ั ์ ั่ ั  (ดัดแปลงจาก Leejeerajumnean et al., 2001)  
 นําตัวอย่างถ่ัวหมัก 200 กรัม เติมน้ํากลั่นครบ 500 มิลลิลิตร ทําการกลั่นแบบสกัดพร้อมกัน 
(Simultaneous steam distillation and extraction apparatus) จนได้ไอระเหยไปผสมกับตัวทํา
ละลายคือ ไดอิทิลอีเทอร์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนั้นนํามาให้ความร้อนอย่างสม่ําเสมอท่ีอุณหภูมิ 
40 องศาเซลเซียส ไอระเหยของไดอิทิลอีเทอร์จะผ่านไปยังเคร่ืองควบแน่น แล้วไปรวมกับไอระเหย
ของสารให้กลิ่นซึ่งมากับตัวอย่าง กลายเป็นของเหลวไหลผ่านลงมาส่วนล่างและเกิดการแยกชั้นของน้ํา
และตัวทําละลายที่มีสารให้กลิ่นละลายอยู่โดยตัวทําละลายอยู่ชั้นบน จะได้สารให้กลิ่นเพียง พอที่จะ
นําไปวิเคราะห์  จากนั้นเติม Sodium sulphate anhydrous เขย่าแล้วปล่อยให้ตกตะกอน จากน้ันก็
เทสารละลายแยกออกจากตะกอน เพื่อท่ีจะเอาไปทําให้เข้มข้นโดยการไล่ไดอิทิลอีเทอร์ออกอีกด้วย
การเป่าด้วยก๊าซไนโตรเจน จนเหลือปริมาตรประมาณ 10 ไมโครลิตร แล้วนําไปฉีดเข้าเครื่อง Gas 














 Column  : DB-Wax column 
 Injection temperature :  200 °C 
 Program : 60 °C (4 min hold) จนถึง  180  °C 
 Rate : 2 °C/min    
 
 
วธิวีเิคราะห์ข้อมลูิ ี ิ ์ ้ ูิ ี ิ ์ ้ ูิ ี ิ ์ ้ ู  





























บทที่ี่ ี่ี่  3  
ผลการวจิัยิ ัิ ัิ ั    
ตอนที่ ี่ ี่ี่ 1 การคัดเลือกกลา้เชือ้ ั ื ้ ื้ั ื ้ ื้ั ื ้ ื้ Bacillus subtilis 
 ผลการศึกษาคัดแยกแบคทีเรียกลุ่ม Bacillus จากถ่ัวเหลืองหมัก จํานวน 25 ไอโซเลท เมื่อ
จําแนกคุณสมบัติของเชื้อที่แยกได้ตามคุณลักษณะทางชีวเคมีพบว่า มี Catalase test positive 25 
ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 100 การทดสอบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาพบวา่ ติดสีแกรมบวก มีรูปร่าง
แท่ง 20 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 80 และศึกษาคุณสมบัติการผลิตเอนไซม์ พบว่าผลิตเอนไซม์ 
Amylase ได้ 15 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 60 และสามารถผลิตเอนไซม์ Proteinase ได้ 14 ไอโซเลท 
คิดเป็นร้อยละ 56   
หลังจากนั้นนําแบคทีเรีย Bacillus ทดสอบคุณสมบัติทางสรีรวิทยาดา้น อุณหภูมิ ค่าความ
เป็นกรด-ด่าง ความเข้มข้นของเกลือ พบว่า แบคทีเรีย Bacillus มีความสามารถในการเจริญไดท้ี ่
อุณหภูมิ 35°C และ 50°C ได้ทั้งหมด และมีความสามารถในการเจริญได้ท่ี pH 5.7 และ 6.8 ร้อยละ 
100 มีความสามารถเจริญท่ีเกลือ 7.5% NaCl, 10% NaCl ร้อยละ 100 (ตารางที่ 3) เม่ือนํามา
ทดสอบคุณสมบัติการผลิตสารยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค Bacillus cereus TISTR NO.687, E. coli 
TISTR NO.780, Salmonella sp. และ Staphylococcus aureus TISTR NO.118 พบว่ามีเพียง 2 
ไอโซเลทเท่าน้ันที่ยับยั้ง  S. aureus TISTR NO.118 คิดเป็นร้อยละ 8 โดยรหัส SB_MYP_1 ยับยั้ง S. 
aureus TISTR NO.118 ได้ 128.17 IU และ รหัส SB_MYP_2 S. aureus TISTR NO.118 ได้ 90.78 
IU นํากลา้เชื้อทั้ง 2 ไอโซเลท มาทดสอบโดยการคัดเลือกด้วยชุดตรวจสอบสําเร็จรูป API 50 CHB 
medium และ API 20E ได้กล้าเชื้อ B.subtilis ร้อยละ 98.2 จํานวน 2 ไอโซเลท ได้แก่ รหัส 
SB_MYP_1 และ รหัส SB_MYP_2 จึงเลือกกล้าเชื้อรหัส SB_MYP_1 มาศึกษาต่อ เนื่องจากมี
ความสามารถในการผลิตเอนไซม์และยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคได้มากกว่า กล้าเชื้อรหัส SB_MYP_2 
แสดงดังรูปท่ี 2 ซึ่งคุณสมบัติของกล้าเชื้อ รหัส SB_MYP_1 มีการผลิตเอนไซม์เกิดข้ึนในช่วง 
Stationary phase โดยเมื่อเกิดกระบวนการหมัก กล้าเชื้อสามารถผลิตสารเมทาบอไลท์ทุติยภูม ิ
(Secondary metabolite) ซึ่งเป็นผลผลิตจากกระบวนการเมตาบอลิซึมปฐมภูมิ ซึ่งพบในช่วง 




















































Clear zone Protienase (mm)
ค่า Log (cfu/g)
 








































Temp b (°C) ไม่มี  
O2 
Motility 
NaClb (%) pHb  
Citratec 
35 50 7.5 10  5.7 6.8  
SB_MYP_1 + + + + -  + + + + + + 
SB_MYP_2 + + + +  - + + + + + + 
SB_MYP_3 + + + +  - + + + + +  - 
SB_MYP_4 + + + +  - + + + + +  - 
SB_MYP_5 + + + +  - + + + + + + 
SB_MYP_6 + + + +  - + + + + + + 
SB_MYP_7  - + + + + + + + + +  - 
SB_MYP_8  - + + +  - + + + + + + 
SB_MYP_9 + + + +  - + + + + +  - 
SB_MYP_10 + + + +  - + + + + +  - 
SB_MYP_11  - + + + + + + + + +  - 
SB_MYP_12 + + + +  - + + + + + + 
SB_MYP_13 + + + +  - + + + + + + 
SB_MYP_14 + + + +  - + + + + +  - 
SB_MYP_15 + + + +  - + + + + + + 
SB_MYP_16 + + + + + + + + + +  - 
SB_MYP_17 + + + +  - + + + + +  - 
SB_MYP_18  - + + + + + + + + +  - 
SB_MYP_19 + + + +  - + + + + +  - 
SB_MYP_20 + + + +  - + + + + +  - 
SB_MYP_21 + + + +  - + + + + + + 
SB_MYP_22 + + + +  - + + + + +  - 
SB_MYP_23  - + + +  - + + + + +  - 
SB_MYP_24 + + + + + + + + + +  - 
SB_MYP_25 + + + +  - + + + + +  - 
หมายเหตุ : SB = soybean, MYP = Manitol eggyolk polymyxin 









ตอนที่ ี่ ี่ี่ 2 การนาํกลา้เชือ้ ํ ้ ื้ํ ้ ื้ํ ้ ื้ Bacillus subtilis มาทาํการหมกัถัว่เหลอืงํ ั ั่ ืํ ั ั่ ืํ ั ั่ ื  
 























  รปูที ู่ ีู่ ีู่ ี่ 4 การเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ท่ีระยะเวลาต่างๆ 
      หมายเหต ุ: BB = ตัวอย่างถั่วเหลืองหมักที่ใหค้วามร้อนด้วยการต้ม + เติมกล้าเช้ือ Bacillus subtilis 
BN = ตัวอย่างถั่วเหลืองหมักที่ให้ความร้อนด้วยการต้ม + ไม่เติมกล้าเชื้อ Bacillus subtilis         
CB = ตัวอย่างถั่วเหลืองหมักที่ให้ความร้อนด้วยการนึ่งฆ่าเชื้อ (clave) + เติมกล้าเช้ือ Bacillus subtilis 
                    CN = ตัวอย่างถ่ัวเหลืองหมักที่ใหค้วามร้อนด้วยการนึ่งฆ่าเชื้อ (clave) + ไม่เตมิกล้าเชื้อ Bacillus subtilis 
 
จากการนํากล้าเชื้อ Bacillus subtilis ท่ีแยกได้จากผลิตภัณฑ์ถ่ัวเหลืองหมัก มาทําการหมัก
โดยเปรียบเทียบการให้ความร้อน 2 แบบ คือ การนาํไปต้มและการให้ความร้อนด้วยการน่ึงฆ่าเชื้อ ซึ่ง
ปริมาณเชื้อจุลินทรีย์เร่ิมต้นของถ่ัวหมักท่ีมีการเติมกล้าเช้ือ Bacillus subtilis จะมีปริมาณ
เชื้อจุลินทรีย์ทั้งหมดมากกว่าถ่ัวหมักแบบธรรมชาติ แต่เม่ือระยะเวลาการหมักผ่านไป ปริมาณเชื้อจะ
เพิ่มมากข้ึนตามด้วย จนกระทั่งถึงการหมักที่ 60 ชั่วโมง พบการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์มากท่ีสุด และ












2. การวเิคราะห์ปรมิาณวติามนิบ ีิ ์ ิ ิ ิ ีิ ์ ิ ิ ิ ีิ ์ ิ ิ ิ ี 12 
ตารางที ่ี่ ี่ี่ 4 ปริมาณวติามนิบ ีิ ิ ิ ีิ ิ ิ ีิ ิ ิ ี 12 ทีพ่บในตวัอยา่งถัว่เหลืองหมักี่ ั ่ ั่ ื ัี่ ั ่ ั่ ื ัี่ ั ่ ั่ ื ั  
 







    หมายเหตุ :   BB = ตัวอย่างถั่วเหลืองหมักที่ใหค้วามร้อนด้วยการต้ม + เติมกล้าเช้ือ Bacillus subtilis 
         BN = ตัวอย่างถ่ัวเหลืองหมักที่ให้ความร้อนด้วยการต้ม + ไม่เติมกล้าเชื้อ Bacillus subtilis 
         CB = ตัวอย่างถั่วเหลืองหมักที่ให้ความร้อนด้วยการนึ่งฆ่าเชื้อ (clave) + เติมกล้าเช้ือ Bacillus subtilis 
                    CN = ตัวอย่างถ่ัวเหลืองหมักที่ใหค้วามร้อนด้วยการนึ่งฆ่าเชื้อ (clave) + ไม่เตมิกล้าเชื้อ Bacillus subtilis 
 
 เมื่อนําตัวอย่างผลิตภัณฑ์ถ่ัวเหลืองหมักที่สิ้นสุดระยะเวลาการหมักที่ 72 ชั่วโมง วิเคราะห์หา
ปริมาณวิตามินบี 12 พบว่า ตัวอย่างถ่ัวหมักที่มีการให้ความร้อนแบบการนึ่งฆ่าเชื้อ และเติมกล้าเชื้อ 
Bacillus subtilis (CB) มีปริมาณวิตามินบี 12 มากท่ีสุด คือ 0.27 µg/100g รองลงมาเป็นตัวอย่างที่
ให้ความร้อนโดยการต้มและเติมกล้าเชื้อ Bacillus subtilis (BB) พบปริมาณวิตามินบี 12 0.18 
µg/100g โดยตัวอย่างท่ีให้ความร้อนโดยการต้ม แต่ไม่มีการเติมกล้าเช้ือ (BN) จะมีปริมาณวิตามินบ ี
12 ต่ําสุด คือ <0.10 µg/100g ท้ังนี้อาจเป็นสาเหตุจากวิตามินบี 12 เป็นวิตามินท่ีละลายนํ้า  จึงเกิด  
การสูญเสียวิตามินระหว่างข้ันตอนของการแช่ถ่ัวก่อนการนํามาให้ความร้อน และการให้ความร้อนโดย
การต้มเป็นระยะเวลานาน ก็เป็นสาเหตุหนึ่งท่ีทําให้สูญเสียวิตามินบี 12 ระหว่างกระบวนการได้
เช่นเดียวกัน จึงทําให้ตัวอย่างถ่ัวเหลืองหมักท่ีให้ความร้อนโดยการการนึ่งฆ่าเชื้อและเติมกล้าเช้ือ (CB) 
มีปริมาณวิตามินบี 12 มากกว่า การให้ความร้อนแบบต้มและเติมกล้าเชื้อ (BB) นอกจากนี้เมื่อนํา














3. การวเิคราะห์แคลเซยีม ฟิ ์ ีิ ์ ีิ ์ ี อสฟอรสัและธาตเุหลก็ ั ุ ็ั ุ ็ั ุ ็ (ICP-MS 7500CE) 
 จากการนําตัวอย่างผลิตภัณฑ์ถ่ัวเหลืองหมักมาวิเคราะห์หาปริมาณฟอสฟอรัส แคลเซียม และ
ธาตุเหล็ก ดังตารางท่ี 5-7 ตามลําดับ พบวา่ เม่ือสิ้นสุดกระบวนการหมักที่เวลา 72 ชั่วโมง ตัวอย่างถ่ัว
เหลืองหมักที่มีการให้ความร้อนแบบต้มและเติมกล้าเชื้อ Bacillus subtilis (BB) มีปริมาณฟอสฟอรัส 
2533.33 mg/kg แคลเซียม 1700.77 mg/kg และธาตุเหล็ก 126.63 mg/kg ซึ่งมากกว่าตัวอยา่งถ่ัว
หมักที่ไม่มีการเติมกล้าเชื้อ (BN) สาํหรับการให้ความร้อนแบบการนึ่งฆ่าเชื้อและเติมกล้าเชื้อ Bacillus 
subtilis (CB) มีปริมาณฟอสฟอรัส 3250.74 mg/kg แคลเซียม 2984.65 mg/kg และธาตุเหล็ก 
175.40 mg/kg ซึ่งมากกว่าตวัอย่างถ่ัวหมักที่ไม่มีการเติมกล้าเชื้อ (CN)  ทั้งนี้ตัวอย่างที่ให้ความร้อน
แบบการนึ่งฆ่าเชื้อและเติมกล้าเชื้อ (CB) จะมีปริมาณฟอสฟอรัส แคลเซียมและธาตุเหล็กที่มากกวา่
ตัวอย่างท่ีให้ความร้อนด้วยการต้ม เมื่อนําตัวอย่างมาวิเคราะห์ค่าทางสถิติท่ีระดับความเชื่อมั่น 95% 
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ตารางที่ี่ ี่ี่ 10 สารประกอบให้กลิ่นที่พบในตัวอย่างถ่ัวตัวอย่างถ่ัวเหลืองหมักที่ให้ความร้อน 
               ด้วยการต้มและเติมกล้าเชื้อ Bacillus subtilis (BB) ที่ระยะเวลาการหมักชั่วโมงต่างๆ  
Samples 
Fermentation time (h) 
0 12 24 36 48 60 72 
Alcohols               
1-octen-3-ol + + +  - - -  - 
2,3-Butanediol +  -  -  - - -  - 
3-Octanol + + +  - - -  - 
            
Aldehydes           
Benzaldehyde  - + +  + + +  + 
2,2-dimetyl Hexanal  - - -  - -  +  - 
Hexanal  -  - -  + + -  -  
            
Esters and acid               
2-methyl propanoic acid  - - -  - + + + 
Ethyl acetate  - + + +  - -   - 
        
Pyrazines          
2,6-dimethyl pyrazine  - - -  -  - + + 
2,5-dimethyl pyrazine  - -  -  + + + + 
Trimethyl pyrazine  - - -  - + + + 
Tetramethyl pyrazine - - - + + + + 
3,5-dimethyl-2-propyl pyrazine  - - -  - -  - + 
3-ethyl-2,5-dimethyl pyrazine  - - -  -  - + + 
                
Aromatic compounds               
2-methoxy phenol  - -  -  + -   -  - 
                
Ketones               
3-Octanone  - - -  -  - -  + 
4-methyl 2-Hexanone  - - -  - +  - -  
2-heptanone  - - -  -  + + + 
        
Alkanes               
2,6,10-trimetyl tetradecane  - - -  -  - - + 
hexadecane  - - + + + + + 
pentadecane  - - +  - - -  - 
cyclopentasiloxane  - - - +  - - - 
Octadecane  - - -  - +  - - 
                
Miscellaneous               
indole  - - - - + + + 
หมายเหตุ : - หมายถึง ตรวจไม่พบกลิ่น 









ตารางที ่ี่ ี่ี่ 11 สารประกอบให้กลิ่นที่พบในตัวอย่างถ่ัวตัวอย่างถ่ัวเหลืองหมักที่ให้ความร้อน 
               ด้วยการต้มและไม่เติมกล้าเชื้อ (BN) ท่ีระยะเวลาการหมักชั่วโมงต่างๆ  
Samples 
Fermentation time (h) 
0 12 24 36 48 60 72 
Alcohols               
1-octen-3-ol + + + + + +  + 
3-Octanol + + +  - - -  - 
2,3-Butanediol  - - +  - - -  - 
1-nonen-3-ol  - - - + + + + 
                
Aldehydes               
2-Methylbutanal + + +  - - -  - 
2-Methylpropanal  - + + +  - - - 
Benzaldehyde -   - - -  -  + + 
        
Esters and acids               
Ethyl acetate -  + + +  - - - 
        
Pyrazines               
2,5-dimethyl pyrazine  - - - +  - + + 
Trimethyl pyrazine  - - - + + +   
Tetramethyl pyrazine  - - - +  - + + 
3-ethyl-2,5-dimethyl pyrazine  - - -  - - + + 
3,5-dimethyl-2-propyl pyrazine  - - -  - -  - + 
                
Aromatic compounds               
2-methoxy phenol  - -  +  +   - - - 
        
Ketones               
2-Butanone, 3-phenyl  - - -  - +  - - 
2-heptanone  - - -  -  - - + 
                
Alkanes               
Cyclopentasiloxane, decamethyl + +  - +  - +  - 
Decane, 2,6,8- trimethyl  - - +  - - -  - 
2,6,8-trimethyl Decane  - - - + + + + 
                
Miscellaneous               
indole  - - -  - - - + 
หมายเหตุ : - หมายถึง ตรวจไม่พบกลิ่น 













ตารางที ่ี่ ี่ี่ 12 สารประกอบให้กลิ่นที่พบในตัวอย่างถ่ัวตัวอย่างถ่ัวเหลืองหมักที่ให้ความร้อน 
              ด้วยการนึ่งฆ่าเชื้อและเติมกล้าเชื้อBacillus subtilis(CB)ที่ระยะเวลาการหมักชั่วโมงต่างๆ  
Samples 
Fermentation time (h) 
0 12 24 36 48 60 72 
Alcohols               
1-octen-3-ol + + +  - - -  - 
3-Octanol + +  - - -  -  - 
2,3-Butanediol  - - +  - - -  - 
                
Aldehydes               
Benzeneacetaldehyde + +  - + +  - - 
Benzaldehyde  - + +  + + +  + 
        
Esters and acids               
2-methyl propanoic acid  - - -  - + + + 
Ethyl acetate  - + + +  - -   - 
                
Pyrazines               
2,5-dimethyl pyrazine  - - -  - + + + 
Trimethyl pyrazine  - - - +  - + + 
tetramethyl pyrazine  - - -  - + +  - 
2,5-dimethyl-3-propyl pyrazine  - - - +  - - - 
2,3,5-trimethyl-6-ethyl pyrazine  - - -  - +  - - 
3,5-dimethyl-2-propyl pyrazine  - - -  - -  - + 
3-ethyl-2,5-dimethyl pyrazine  - - -  -  - + + 
                
Aromatic compounds               
Mequinol  - - - +  - - - 
                
Ketones               
Acetone + + +  - - -  - 
2-heptanone  - - -  -  + + + 
                
Alkanes               
hexadecane  - +  - - -  - + 
                
Miscellaneous               
indole  - - -  - + + + 
 
หมายเหตุ : - หมายถึง ตรวจไม่พบกลิ่น 













ตารางที ่ี่ ี่ี่ 13 สารประกอบให้กลิ่นที่พบในตัวอย่างถ่ัวตัวอย่างถ่ัวเหลืองหมักที่ให้ความร้อน 
               ด้วยการน่ึงฆ่าเชือ้และไม่เติมกล้าเชื้อ (CN) ท่ีระยะเวลาการหมักชั่วโมงต่างๆ  
Samples 
Fermentation time (h) 
0 12 24 36 48 60 72 
Alcohols               
1-octen-3-ol + + + + + + + 
1-Hexanol + +  - - -  -  - 
3-Octanol + + + +  - - - 
2,3-Butanediol  - - - +  - - - 
                
Aldehydes               
Benzaldehyde -   - - -  -  + + 
                
Esters and acids               
Ethyl acetate + + +  - - -  - 
        
Pyrazines               
2,6-dimethyl pyrazine  - - - +  - - - 
2,5-dimethyl pyrazine  - - -  - +  -  - 
Trimethyl pyrazine  - - -  - + + + 
Tetramethyl pyrazine  - - -  - + + + 
2,5-dimethyl-3-ethyl pyrazine  - - -  - +  - + 
2,3,5-trimethyl-6-ethyl pyrazine  - - -  -  - + + 
                
Aromatic compounds               
Mequinol -  + + +  - - - 
        
Ketones               
3-Octanone  - + + +  - - + 
2-heptanone  - - -  -  - - + 
                
Alkanes               
Cyclopentasiloxane, decamethyl  - - +  -  - + + 
hexadecane  - - +  - + + + 
2-pentadecane  - -  -  - +  - - 
2,4,6-trimethyl octane  - -  -  - + + -  
                
Miscellaneous               
indole  - - -  -  - - + 
 
หมายเหตุ : - หมายถึง ตรวจไม่พบกลิ่น 










จากการนําตัวอย่างตัวเหลืองหมักมาวิเคราะห์กล่ินด้วย GC-MS ซึ่งแสดงดังตารางที่ 10-13 
โดยกลิ่นที่พบส่วนใหญ่จะเป็นจําพวก alcohols, aldehydes, esters and acids, pyrazines, 
aromatic compounds, ketones, และ alkanes เป็นต้น โดยตัวอย่างถ่ัวเหลืองหมักท่ีผ่านการให้
ความร้อนด้วยการต้มและเติมกล้าเชื้อ Bacillus subtilis (BB) กับตัวอย่างถ่ัวเหลืองหมักท่ีผ่านการให้
ความร้อนด้วยการนึ่งฆ่าเชื้อและเติมกล้าเช้ือ Bacillus subtilis (CB) จะพบ indole ตั้งแต่ชั่วโมงที่ 
48 เป็นต้นไป ซึ่งทําให้ระยะเวลาในการหมักลดลงมากกว่าตัวอย่างที่ไม่ได้เติมกล้าเชือ้ ซึ่งจะพบ 
indole ในชั่วโมงที่ 72  
 ในช่วงแรกของการหมักในตัวอย่างท่ีมีการเติมกล้าเชื้อจะพบสารประกอบในกลุ่ม alcohols 
ได้แก่  1-octen-3-ol, 1-Hexanol และ 3-Octanol เป็นต้น แต่ในตัวอย่างที่หมักแบบธรรมชาติจะ
พบกลิ่น 1-octen-3-ol ต้ังแต่เร่ิมต้นจนกระทั่งส้ินสุดกระบวนการหมักที่ชั่วโมงที่ 72 นอกจากนี้ยังมี
สารประกอบที่ให้กลิ่นหอมฉุน เช่น 2-heptanone, pyrazine และ benzaldehyde เป็นต้น โดย
ตัวอย่างถ่ัวเหลืองหมักที่ให้ความร้อนด้วยการต้มและเติมกล้าเชื้อ Bacillus subtilis (BB) กับตัวอย่าง
ถ่ัวเหลืองหมักที่ให้ความร้อนด้วยการนึ่งฆ่าเชื้อและเติมกล้าเชื้อ Bacillus subtilis (CB) จะพบ 2-
heptanone และ benzaldehyde ต้ังแต่ชั่วโมงท่ี 48 เป็นต้นไป ซึ่งเป็นไปในทิศทางเดียวกันกับการ
พบ indole สําหรับตัวอย่างถ่ัวเหลืองหมักที่ให้ความร้อนด้วยการต้ม + ไม่เติมกล้าเชื้อ Bacillus 
subtilis (BN) และ ตัวอย่างถ่ัวเหลืองหมักที่ให้ความร้อนด้วยการนึ่งฆ่าเชื้อ + ไม่เติมกล้าเชื้อ 
Bacillus subtilis (CN) จะพบ 2-heptanone, benzaldehyde เฉพาะชั่วโมงที่ 72 เท่าน้ัน แสดงให้




















บทที่ี่ ี่ี่  4 
บทสรุปุุุ  
 
สรปุผลการวจิยัุ ิ ัุ ิ ัุ ิ ั  
 การพัฒนาผลิตภัณฑ์ถ่ัวเหลืองหมักด้วยการเติมกล้าเชื้อ Bacillus subtilis ไม่ว่ากรณีให้
ความร้อนด้วยการต้มหรือการนึ่งฆ่าเชื้อ จะให้ลักษณะผลิตภัณฑ์โดยรวมดีกว่าการหมักแบบธรรมชาต ิ
ท้ังในด้านของ กลิ่น สีและคุณค่าทางโภชนาการ ผลิตภัณฑ์ถ่ัวเหลืองหมกัท่ีให้ความร้อนด้วยการนึ่งฆ่า
เชื้อ และเติมกล้าเชื้อจะมีปริมาณวิตามินบี 12 ฟอสฟอรัส แคลเซียมและธาตุเหล็กที่มากกว่าตัวอย่าง
ท่ีให้ความร้อนด้วยการต้มและเติมกล้าเชื้อ ซึ่งการเติมกล้าเชื้อจะให้คุณค่าทางโภชนาการมากกว่าการ
หมักแบบธรรมชาติ ทั้งน้ีด้วยคุณสมบัติการผลิต  amylase และ protease ของกล้าเชื้อ Bacillus 
subtilis ท่ีแยกได้นี้มีผลต่อการให้กลิ่น ท้ังน้ีกลิ่นที่ได้ส่วนใหญ่พบ alcohols, aldehydes, esters 
and acids, pyrazines, aromatic compounds, ketones, และ alkanes เป็นต้น โดย
สารประกอบที่ให้กลิ่นหอมฉุนได้แก่  2-heptanone และ benzaldehyde จะพบในตัวอย่างถ่ัวหมัก
ท่ีมีการเติมกล้าเช้ือมากกว่าตัวอย่างที่หมักจากธรรมชาต ิ นอกจากน้ีการใช้กล้าเชื้อช่วยทาํให้
ระยะเวลาในการหมักสั้นลงและมีความปลอดภัยจากเช้ือก่อโรคในอาหารจากสารถนอมอาหารชีวภาพ 
(biopresevative agent หรือ crude bacteriocin) อีกด้วย 
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Beef Extract        3.0 กรัม 
Peptone        5.0 กรัม 
Agar         15.0 กรัม 
Distilled water         1.0 ลิตร 
 ละลายส่วนผสมในน้ํากลั่น 1 ลิตร ให้ความร้อนจนเดือดแล้วใส่ขวดรูปชมพู่ นึ่งฆ่าเชื้อท่ี 




Beef Extract        3.0 กรัม 
Peptone        5.0 กรัม 
Distilled water        1.0 ลิตร 
 ละลายส่วนผสมในน้ํากลั่น 1 ลิตร ให้ความร้อน pH สุดท้าย 7.3 ± 0.2 แบ่งใส่หลอดทดลอง
หลอดละ 5 มิลลิลิตร น่ึงฆ่าเชือ้ท่ี 121 °C นาน 15 นาที  
 
 
Plate Count Agar 
Tryptone        5.0 กรัม 
Yeast extract        2.5 กรัม 
Dextrose        1.0 กรัม 
Agar         15.0 กรัม 
Distilled water        1 ลิตร 
 ให้ความร้อนจนเดือดเพื่อละลายส่วนผสม แบ่งใส่หลอดหรือขวดรูปชมพู่ น่ึงฆ่าเชื้อที่ 121°C 
เป็นเวลา 15 นาที  pH วัดคร้ังสุดท้าย 7.0 + 0.2 ก่อนใช้ให้เติมสารปฏิชีวนะ Chlortetracycline-















Peptone Water Diluent, 0.1% 
Peptone         1.0 กรัม 
Distilled water         1.0 ลิตร 
 ละลาย peptone ในนํ้ากลั่น ปรับ pH เป็น 7.0 + 0.1 ถ่ายใส่ขวดหรือหลอดท่ีจะทําการเจือ
จาง โดยเผื่อปริมาตรท่ีจะหายระหว่างการฆ่าเชื้อ ฆ่าเชื้อที่ 121 °C นาน 15 นาที 
 
VP test media 
Semi-solid VP medium 
Tryptone        10.0 กรัม 
Yeast extract        5.0 กรัม 
NaCl         5.0 กรัม 
K2HPO4         5.0 กรัม 
Glucose        5.0 กรัม 
Agar         3.0 กรัม 
Distilled water        1.0 ลิตร 
ละลายส่วนผสมท้ังหมดในน้ํากลั่น  นําไปให้ความร้อนปรับ pH เป็น 7.0 + 0.1 ถ่ายใส่หลอด
ทดลอง ฆ่าเชื้อที่ 115 °C นาน 10 นาที 
 
Starch agar 
Potato starch        10  กรัม 
Distilled water        50 มิลลิลิตร 
Nutrient agar        1000 มิลลิลิตร 
 ละลาย Potato starch ในน้ําให้มีลักษณะเป็นครีม จากนั้นเติม Nutrient agar ฆ่าเชื้อท่ี 
115 °C นาน 10 นาที 
 
Casein agar 
Milk, skim        500 มิลลิลิตร 
Nutrient agar, double-strength     500 มิลลิลิตร 
 เตรียม skim milk ฆ่าเชื้อที่ 115 °C นาน 10 นาที จากน้ันทําให้เย็นท่ีอุณหภูมิ 50 °C แล้ว











Sodium citrate        3  กรัม 
Glucose        0.2 กรัม 
Yeast extract         0.5  กรัม 
L-cysteine hydrochloride      0.1 กรัม 
Ferric ammonium citrate      0.4 กรัม 
KH2PO4         1 กรัม 
NaCl         5  กรัม 
Na2S2O3        0.08 กรัม 
Agar         20  กรัม 
Phenol red, 0.2% aq. Soln      6 มิลลิลิตร 
Distilled water        1000 มิลลิลิตร 
 ละลายส่วนผสมแล้วให้ความร้อนแล้วกรอง ปรับ pH 6.8-6.9 แล้วเติมอินดิเคเตอร์  ฆ่าเชื้อท่ี 
115 °C นาน 20 นาที 
  
MYP 
MYP agar base        43 กรัม 
Distilled water        900 มิลลิลิตร 
Egg yolk emulsion       100  มิลลิลิตร 
0.1% polymyxin B sulfate solution     10 มิลลิลิตร 
 ละลาย MYP agar base ในนํ้ากลั่น ต้มให้เดือด แบ่งใส่ขวดๆ ละ 225 มิลลิลิตร นําไปฆ่า
เชื้อท่ี 121 °C นาน 15 นาที เมื่อจะเท plate เติม 0.1% polymyxin B sulfate solution ขวดละ 


















Meat extract         3 กรัม 
NaCl         5  กรัม 
Agar         4  กรัม 
Gelatin         80 กรัม 
Distilled water        1000 มิลลิลิตร 
นําเจลาตินละลายในน้าํประมาณ 30 นาที จากน้ันละลายสว่นผสมอ่ืนๆ แล้วฆ่าเชื้อที่ 115 









































ภาคผนวก ข  
























ตารางที ่ี่ ี่ี่ 14 ผลการคัดเลือกด้วยชุดตรวจสอบสําเร็จรูป API 50 CHB medium และ API 20E 
รหัสตวัอยา่งั ั ่ั ั ่ั ั ่  Genus ของเชือ้ื้ ื้ื้  คิดเปน็รอ้ยละิ ็ ้ิ ็ ้ิ ็ ้  
SB_MYP_1 B.subtilis 98.2 




































































       
   
   
   
   
   
   
 
   
   
   
   
   
   
   
 
   
   
   
   
   
   
   
 
   
   
   
   
   
   





































































































































































































































































































































































































































































































































































































































ค่า growth rate คํานวณได้จาก 
 
k = log  Nt   -    log  N0 
     0.301  x  t 
    = log  8.2 x 106  -   log  1.8 x 103 
            0.301 x 72 
    = 10.09  -  5.63 
          21.67 
    = 0.21   generation/ชั่วโมง 
   g =  1 
     0.21 generation/ชั่วโมง 






































































การคาํนวณคา่ ํ ่ํ ่ํ ่ antimicrobial activity 
 
เตรียม       Nisin 10 mg/ml ละลายใน HCl  0.02 N มีความเข้มข้น  104  IU/ml 
Nisin 1000 µl  = 104  IU 
ใช้ Nisin 20 µl  = 104  IU x 20 µl 
         1000 µl 
   = 200 IU 
Nisin 200 IU  ยับยั้งStaphylococcus aureusได้  27.12 mm. 
 
27.12 mm.  เท่ากับ   200 IU 
17.38 mm.  เท่ากับ  200  IU x 17.38 mm 
         27.12 mm 
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